AST je bunécny enzym

Aspartataminotransferaza (AST)

pritomny v fadé tkani, jako jsou srdce, kosterni svaly, ledviny, mozek, jatra,

pankreas Ci erytrocyty. Vyskytuje se ve dvou izoformach, cytoplazmatické a mitochondrialni.

Pfi posSkozeni buriky se ve zvySené mire do krve vyplavuje nejprve cytoplazmaticky izoenzym,

pfi téZzkém poskozeni se v krvi zvySuje i aktivita AST z mitochondrii. Stanoveni aktivity AST v séru

se vyuziva prevazné k posouzeni poskozeni jater.

AST katalyzuje nasleduijici reakci:
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Referencni hodnoty:
Sérum: MUZI ZENY
0,17 - 0,85 pkat/! 0,17 - 0,60 pkat/!
Klinicky vyznam:
Zvyseni aktivity: poskozeni jater

Snizeni aktivity:

(akutni virovd hepatitida, infekéni mononukleéza, toxické poskozeni jater,
alkohol-toxickd hepatitida, sepse, dekompenzovand jaterni cirhdza, metastdzy

do jater aj.)

onemocnéni Zluéniku a Zlucovych cest

(cholangitida, bilidrni kolika)

onemocnéni myokardu

(akutni infarkt myokardu, operace srdce, resuscitace)

onemocnéni kosterniho svalstva

(Casné stadium svalové dystrofie, zhmoZdéni svald, dlouhotrvajici fyzické ndmaha)

Reylv syndrom, podani morfinu aj.

deficit vitaminu Bg



Alaninaminotransferaza (ALT)

ALT je cytoplazmaticky enzym lokalizovany predevSim v hepatocytech. Pfi posSkozeni burky

se vyplavuje ve zvySené mife do krve. Stanoveni aktivity ALT v séru se vyuZiva prevazné k posouzeni

poskozeni jater.

ALT katalyzuje nasleduijici reakci:
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Referencéni hodnoty:

Sérum:

Klinicky vyznam:

Zvyseni aktivity:

Snizeni aktivity:
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L-alanin 2-oxoglutarat pyruvat L-glutamat
MUZI ZENY
0,17 — 0,83 pkat/I 0,17 — 0,58 pkat/I
poskozeni jater

(akutni virovda hepatitida, infek¢ni mononukledza, toxické poskozeni jater,
alkohol-toxickd hepatitida, sepse, dekompenzovand jaterni cirhdza, metastdzy

do jater aj.)

onemocnéni Zluéniku a Zlucovych cest

(cholangitida, bilidrni kolika)

onemocnéni myokardu

(srdecni selhdni s méstndnim krve v jatrech)

Reydv syndrom
terapeuticka aplikace hovéziho nebo praseciho heparinu aj.

deficit vitaminu Bg



PRAKTICKA CAST

UKOL: STANOVENI AKTIVITY AMINOTRANSFERAZ AST A ALT V KREVNIiM SERU

PRINCIP METODY

Stanoveni je zaloZzeno na méreni absorbance hydrazonl 2-oxoglutaratu a pyruvatu v alkalickém
prostredi.

AST katalyzuje prenos aminoskupiny z L-aspartdtu na 2-oxoglutardt za vzniku oxalacetatu
a L-glutamatu. Vznikly oxalacetdt vsilné kyselém prostfedi spontdanné dekarboxyluje za vzniku
pyruvatu.

ALT katalyzuje pfenos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku pyruvatu a L-glutamatu.

PrirGstek pyruvatu scasem je mirou aktivity AST, ALT. Koncentrace pyruvatu se stanovuje
spektrofotometricky ve formé hydrazonu, ktery vznikda reakci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
v alkalickém prostfedi. Stanoveni vyuziva toho, Ze hydrazon pyruvatu absorbuje mnohem vice
pfi 510 nm nez hydrazon 2-oxoglutaratu.

POMUCKY A PRISTROJE

diagnostické soupravy rady BIO-LA-TEST pro stanoveni ALT, AST (Erba Lachema s.r.0.), zkumavky,
pipeta délend, pipeta automaticka, pipetovaci nastavec, kyveta, spektrofotometr SPEKOL 1300

CHEMIKALIE
standardni roztok (2 mmol/I pyrohroznan sodny)

2,4-dinitrofenylhydrazin (2,4-DNPH; 1mmol/l roztok v 1 mol/I HCI)

hydroxid sodny

substrat AST (0,1 mol/I L-aspartat; 2 mmol/| 2-oxoglutarat; 0,1 mol/l fosfatovy pufr pH 7,4)
substrat ALT (0,2 mol/I DL-a-alanin; 2 mmol/| 2-oxoglutarat; 0,1 mol/l fosfatovy pufr pH 7,4)

fyziologicky roztok (0,9 % NaCl)



POSTUP

1. Pipetujte do oznacenych zkumavek dle nasledujici tabulky.

VZOREK BLANK
zkumavka 1 zkumavka 2
substrat AST/substrat ALT 250 ul 250 pl
fyziologicky roztok - 50 pl

Promichejte a 3 minuty preinkubujte pfi 37 °C. Poté pfidejte:

vzorek (krevni sérum) 50 pl -

Promichejte a prfesné 60 minut inkubujte pfi 37 °C. Poté pridejte:

2,4-DNPH 250 pl 250 pl

Promichejte a nechte stat 20 minut pri laboratorni teploté. Poté pridejte:

roztok NaOH 2,5ml 2,5 ml

Promichejte a 10 minut inkubujte pfi laboratorni teploté.

Poté odectéte absorbanci vzorku pri 510 nm proti blanku.




KALIBRACE

roztok 1 2 3 4 5
vysledna
katalyticka (ukat/I) 0,00 0,28 0,56 0,83 1,11
koncentrace

1. Pipetujte do oznacenych zkumavek jednotlivé roztoky v uvedeném poradi dle nasledujici

tabulky.
roztok 1 2 3 4 5
fyziologicky (ml) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
roztok
substrat
AST/ALT (ml) 0,50 0,45 0,40 0,35 0,30
standardni (ml) — 0,05 0,10 0,15 0,20
roztok
2,4-DNPH (ml) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Promichejte a po 20 minutdch pridejte:
roztok NaOH (ml) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

Promichejte a 10 minut inkubujte pri laboratorni teploté.

Poté odectéte absorbance roztokii ¢. 2 — 5 pfi 510 nm proti roztoku ¢. 1.

2. Namérené hodnoty zapiste do predem pripravené tabulky.
3. Sestrojte kalibracni graf zavislosti absorbance na katalytické koncentraci.



NAMERENE HODNOTY

KALIBRACNI KRIVKA

absorbance (A)

katalyticka koncentrace (ukat/l)

0,00
0,28
0,56
0,83

1,11

TESTOVANY VZOREK

absorbance (A)

katalyticka koncentrace (pkat/l)
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